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However,  in  truth we have  very  little  information on  the dynamics of  the wider proteome across 
development and this is much needed if we wish to understand how the complexity of development 
is controlled.  In this study we use a combination of  label‐free proteomic quantification methods to 
monitor  protein  expression  changes  over  a  time  course  of  Drosophila  embryo  development. We 
identify regulation of key pathways, such as nuclear protein import, heat‐shock response and energy 




Embryogenesis,  the process  in which  a  zygote develops  from  a  fertilised egg  cell  into  a  complete 
organism, encompasses key events such as axis specification, gastrulation, germ layer formation and 
organogenesis  [1].  The Drosophila  embryo,  due  to  its  short  generation  time  and well  established 
genetic tools, has proved to be a tractable model for characterising many of the molecular aspects 
underpinning development and a wealth of studies have provided  important  insights that are often 








dependent  upon  fine  tuning  of  the  proteome  to  regulate  cellular  processes  at  each  stage  of 
development.  As  part  of  the modENCODE  project,  RNA‐Seq  and  tiling microarrays were  used  to 
comprehensively  sample  the  transcriptome  across  embryonic development:  combining  these data 
with previous in situ hybridisation studies provides a detailed view of transcriptome dynamics [6‐9]. 
However, changes in transcript levels or isoforms are not always reflected as variation in proteins or 
proteomes  [10]  and  the  relationship  between  the  transcriptome  and  proteome  remains  poorly 
characterised in most species and across development. In order to study relevant changes in protein 












expensive  in  studies  involving many biological  samples  [14].  In parallel  to  stable  isotopic  labelling 
methods, quantitative label‐free (LFQ) approaches have been developed [12‐14]. The reduced cost and 
ease with which  such approaches can be adapted  to any experimental workflow  in comparison  to 
isotopic labelling methods have contributed to the growing interest in LFQ approaches. In general, LFQ 
methods  compare  the  signal  intensity  of  a  peptide  between  different  LC‐MS  runs  and  different 
strategies have been described based on extracted ion chromatogram (XIC) of the MS1 signal of the 
peptides (MS1‐based XICs) or XIC of the MS2 signals of the fragments (MS2‐based XICs) [13]. Spectral 










ions  are discarded. During  SRM,  the  ions  resulting  from  the  fragmentation  step  are  subsequently 




quantifiable  per MS  run, which  does  not  allow  for  broad  proteome  coverage  [19,  20].  The main 
applications of  targeted methods are  therefore  in hypothesis‐driven experiments  that  require high 
sample numbers, when  confirming  results  from other proteomics experiments or, due  to  the high 
sensitivity and accuracy, in biomarker characterisation [16, 21]. 
Recently,  a  new  approach  based  on  a  Data  Independent  Acquisition mode,  Sequential Window 
Acquisition of all THeoretical mass spectra (SWATH), has been developed [22]. In this approach, after 
a  first MS  scan,  sequential wide m/z window  ranges  (swaths)  of  precursor  ions  are  selected  for 




retention  times. This  library  can be built  from  separate DDA acquisitions  [23] or directly  from  the 
SWATH data [24]. Peak areas obtained from extracted ion chromatograms of each fragment from each 
peptide  around  the  predicted  retention  time  are  used  to  generate  the  quantification  data.  The 
correlation between all the fragments and the precursor, as well as the order of abundance of the 
fragments compared with the spectra in the library, are used to verify the identity of the precursor. 
Since  all  the  precursors  in  the  particular  swath  are  fragmented,  the  SWATH  strategy  potentially 
provides  information on a  large fraction of the proteome and,  in theory, combines the best of SRM 
and DDA approaches: a sensitive and accurate quantification with good proteome depth [12]. 




conditions.  Encouragingly, we  found  that  the  SWATH  approach  showed  very  good  reproducibility. 
Finally, we used a combination of the different label‐free quantification methods to provide, for the 
first time, a comprehensive analysis of the D. melanogaster proteome at different stages of embryonic 





production  systems of  the embryo. This  study provides new  insights  into  the proteome dynamics 




















(acrylamide  concentration  of  4%  for  the  stacking  and  12%  for  the  resolving).  Proteins  were 
concentrated  in one band  in  the  resolving gel  (for  the embryo developmental  time  course and  to 
compare  SWATH  and  DDA  label‐free  quantification  methods)  or  fully  separated  (for  library 




37°C.  The  resulting  peptides were  extracted  from  the  gel by  two  incubations  in  10%  formic  acid, 
acetonitrile (1:1) for 15 min at 37 °C. The collected extractions were pooled with the initial digestion 







































484.7,  483.7‐497.3,  496.3‐510.0,  509.0‐522.1,  521.1‐533.6,  532.6‐545.2,  544.2‐555.6,  554.6‐566.6, 
565.6‐577.0,  576.0‐587.5,  586.5‐597.4,  596.4‐607.8,  606.8‐618.3,  617.3‐629.3,  628.3‐640.3,  639.3‐
651.3,  650.3‐663.4,  662.4‐675.5,  674.5‐688.7,  687.7‐701.9,  700.9‐715.1,  714.1‐728.8,  727.8‐743.1, 
742.1‐758.5,  757.5‐774.5,  773.5‐791.0,  790.0‐809.1,  808.1‐827.8,  826.8‐848.2,  847.2‐871.3,  870.3‐










The  library was built using Spectronaut 7  from Biognosys  [25], using  the default settings,  from  the 






















selection window,  dynamic  exclusion  of  30  seconds,  normalised  collision  energy  (NCE)  of  25  and 
resolution of 70,000. For PRM, precursors were targeted in a 2Th selection window around the m/z of 
interest. Precursors were fragmented in HCD mode with NCE energy of 25. MS1 was performed at a 
70,000  resolution,  an  AGC  target  of  3e6  and  a maximum  C‐trap  fill  time  of  200ms; MS/MS was 
performed at 35,000 resolution, an AGC target of 5e4 and a maximum C‐trap fill time of 100ms. Spectra 
were analysed using Skyline with manual validation. Skyline quantitation data was exported to excel 











electrophoresis  and  optical  density  measurements.  First‐strand  cDNA  was  synthesized  with  the 
SuperScript®  III  Reverse  Transcriptase  Kit  (Invitrogen)  according  to manufacturer  instructions,  the 
synthesized cDNAs were stored at −20°C for further qRT‐PCR. 
qRT‐PCR was  performed  in  the  iCycler  iQ  system  (Bio‐Rad,  Hercules,  CA)  and  an  IQ  SYBR  Green 
Supermix  (Bio‐Rad) using SensiMix™ SYBR® Hi‐ROX Kit  (Bioline). Data analysis was performed using 






















the  same platform using MaxQuant  and  Spectronaut  (Biognosys)  [27]. We  found  that 89% of  the 
proteins present  in the spectral  library were previously  identified  in other Drosophila melanogaster 
embryo proteomics studies [32, 33] (Supplementary Figure 2).  Spectronaut was used to process the 





to  run  reproducibility at  the peptide  level when  compared  to DDA  (Supplementary  Figure 2). The 
results  showed  that  SWATH generates more  robust quantification data  than DDA MS1‐based XICs 
quantification on the same platform when the LFQ normalisation method is not used (DDA LF) (Figure 
1B‐1C and Figure 2A‐B). Indeed, SWATH analysis provides better run to run  intensity reproducibility 
(Figure 1B), generates  lower CVs  (Figure 1C) and  less extreme  ratios  (Log2 ratios > 1 or <  ‐1) when 
comparing the technical replicates  (Figure 2A).  In contrast, more proteins were quantified with the 
DDA MS1‐based XICs quantification but at the cost of poor quality quantification (Figure 2B). However, 





1B‐C  and  Figure  2A‐B).  Thus,  our  analysis  indicates  that  SWATH  and  DDA  MS1‐based  XICs 
quantifications using the LFQ normalisation method in MaxQuant are robust tools for the analysis of 






















later  stages  of  embryonic  development,  indicating  a  global  remodelling  of  the  proteome  across 
development (Supplementary Figure 4). However, the overall profile of the proteins at different stages 
look similar on a SDS‐PAGE, suggesting that the expression of the most abundant proteins remains 










Hochberg  corrected p=  3.7e‐3)  for  the Gene Ontology  term  small molecule metabolic  process,  in 
particular multiple subunits of the ATP Synthase complex (see below). We also noticed that  in both 
lists there was a significant enrichment for genes expressed  in the embryonic/larval muscle system 










system may play an  important  role  in development  [38]. An  increase  in  the expression of Pen and 




of  embryogenesis  (Figure  4B),  supporting  previous  studies  that  reported  a  reduction  in  Hsp27 
















In  contrast,  we  observe  increasing  expression  of  the  DNA‐binding  protein  Modulo  during 




speculated  that Modulo  plays  a  vital  role  in  the  regulation  of  gene  expression  during Drosophila 
development. Due to its ability bind to nucleic acids and proteins, it may control the activity of genes 









development  occurs  in  the  latter  half  of  embryogenesis.  In  both  these  cases we  have  identified 









(Fatty  acid  synthase  1  (FASN1))  and  electron  transport  chain  respiration  (Glycerol‐3‐phosphate 
dehydrogenase (Gpdh) and Cytochrome c proximal (Cyt‐c‐p)). During early development, the embryo 






























MaxQuant  software gave  the most  robust performance, whereas SWATH gave  comparable  results 
without any sophisticated normalization. However, it would be interesting to apply the MaxQuant LFQ 
normalization algorithms to SWATH data to see  if  it can  improve SWATH quantification quality and 




analysis of  the developmental proteome. We  found  that proteins  involved  in heat‐shock response, 




scene  for more  detailed  analysis.  Although more  in  depth  analysis  of  the  proteome will  provide 
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resulting  files  were  analysed  with  MaxQuant  with  the  LFQ  module  (DDA  LFQ)  enabled  or  with 
MaxQuant  and  Spectronaut  for  the  DDA  and  SWATH  analysis,  respectively.  B)  Venn  diagram 
















The ratios  for different proteins  involved  in different metabolic pathways were calculated  for each 
timepoint as compared to the 0‐4.5h timepoint. A) The fold changes obtained from the DDA label‐free 
quantification across the time course were represented using histograms for Arginine kinase (Argk), 
Citrate  synthase  (Kdn),  Glycerol‐3‐phosphate  dehydrogenase  (Gpdh),  Malic  enzyme  (Men), 
Cytochrome c proximal (Cyt‐c‐p) and the Fatty acid synthase 1 (FASN1). B) The fold changes obtained 
from the DDA label‐free quantification across the time course were represented using histograms for 







timepoint  in  comparison with  the  0‐4.5h  timepoint.  Error  bars  represent  the  standard  deviations 
between  the  biological  replicates.  Benjamini‐Hochberg  corrected  p‐values  are  shown  for  the 
















































































































































































































































































Median CV Mean CV Mean R² Mean slope Number of proteinsquantified
% of Log2 Fold change 
> 1 or <‐1
DDA LF 16.20 21.50 0.938 0.975 1007 8.95
DDA LFQ 3.05 4.13 0.996 1.001 692 0.24

























































































































































































































































































































































0‐4.5h 4.5‐9h 9‐13.5h 13.5‐18h 18‐22.5h
p=0.0012 p=0.00042 p=0.001 p=0.017
p=0.0012 p=0.0024p=0.0014 p=0.031








































Rps15  (A)  and RpL22  (B) were  examined  to  understand why  the DDA  LFQ  and  SWATH  ratios  are 
different for these proteins. In the case of Rps15 (A), the signal for the MS2 SWATH analysis is close to 
the noise which  results  in poor accuracy  for  the quantification. The  signal  for  the MS1 XICs based 
























































Q‐value < 1.10E‐1 Q‐value < 1.10E‐2 Q‐value < 1.10E‐3 Q‐value < 1.10E‐4
Q‐value < 1.10E‐5 Q‐value < 1.10E‐6 Q‐value < 1.10E‐7 Q‐value < 1.10E‐8
SWATH
Q‐value median CV mean CV Mean R² Mean slope Number of peptides identified per run
1.00E‐01 21.54 28.59 0.880 0.901 12360
1.00E‐02 16.22 19.48 0.957 0.940 8888
1.00E‐03 13.72 16.03 0.974 0.950 6642
1.00E‐04 12.02 13.88 0.981 0.958 4910
1.00E‐05 10.43 11.87 0.986 0.965 3464
1.00E‐06 8.98 10.40 0.989 0.971 2310
1.00E‐07 7.57 8.70 0.992 0.977 1304
1.00E‐08 4.64 5.68 0.993 0.970 315
















































































































































































































































































0‐4.5h 4.5‐9h 9‐13.5h 13.5‐18h 18‐22.5h
p=0.064
p=0.039
p=0.047
Supplementary Figure 8
